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　　　Determinations　of　serum　vitamin　B12，　transcobalamin　and　transcQbalamin　subfractions　were　made
on　52　normal　control　sera　and　101　patient　sera　with　various　hepatic　diseases　including　hepatic　malig－
nancies，　cirrhosis　and　hepatitis．　Fractionation　studies　including　the　stepwise　method，　ge1丘ltration　and
isoelectri．c　fQcusing　were　performed．　In　selected　cases　of　hepatocellular　carcinoma　with　anQmalo．us　B12
binding　protein　in　plasm4，　isolation　and　characterization　of　respe．ctive　billding　proteins　were　performed
uslng　a鐙nity　chromato．graphy．
　　　Fractionation　of　transcobalamin　s．ubfractiolls　on　DEAEC　column　chromatography　disclosed　marked
increases　of　cobalophilin　in　thre．e　cases　of　hepatoma，　and　increases　ln　TC工工in　the　remaining　three
cases　of　hepatoma．　Among　the　latter，　increased　TC　II　showed　peculia．r　properties　in　one℃ase　with
he．patocellular　carcinoma．　This　protein，　a　TC　II－like　novel　hepatoma　binder（TCNB），　gave　an　apparent
molecular　weight　of　60，000　dalton　on　ge1且1tration，　pl　values　of　4．2－5．O　by　electrofocusing，　and　data　far
more　acidic　than　normal　TC　II．　Radioimrnuno－ge1丘1tration　disclosed　that　a　cobalophilin－1ike　hepatQma
binder　showed　a　reaction　of　identity　with　milk　binder　antiserum，　whereas　TCNB　showed　a　reaction　of
non－i．dentity　usi．ng　the　same　antiserum，　TCNB　was　isQlated　in　a　pure　state　not　only　from　the　patient
plas皿a　but　also　from　the　tu阻or　tissue　obtained　at　the　time　of　necropsy．　TCNB　degraded　in　the　acidic
s．olution　and　also　had　the　capacity　to　deliver　B12　to　reticulocytes，　both　of　these　characte．ristics　indicating
the．close　similarlity　to　normal　TC　II　in　plasma，　Furthermore，　amino　acid　a．nd　c．abohydrate　analysis　of
purified　TCNB　disclosed　its　close　correspondence　to　TC　II　except　for　the　pres．ence　of　cabohydrate
moiety　amounting　16％　TCNB　was　totally　absent　in　normal　and　other　patient　sera，　and　i．n　liver．tissues
Qf　hormal　as　well　as　other　hepatoma　tissues　examined．
　　　The　mechanisms　for　the　presence　of　sμch　anQmalous　B12　binding　proteins　in　hepatoma　sera　are　still
obscure．　However，　decreased　clearance　of　cobalophilin　bound　B12　in　hepatoma　cases　may　play　a　principal
role，　and　the　production　of　the　protein　by　tumor　tissue　cannot　be　neglected，　Further　studies　are　in
progress．　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　November　7，1979　and　accepted　November　26，1979）
1緒 言
　．造血必須因子であ．るvitamin　Bユ2（B12）はヒト体内にお
いて蛋白結合型として存在している．このB12結合蛋白は
生理的担送機能の主役を担うtranscobalamin工1（TCI工），
胃液中のintrinsic　factor（工F），および生化学的，免疫学
的特性上，isoproteiR組成を示すcobalophilin1）（R－
binder）と称される一連のB12結合．蛋白に分別される．特
にcobalophilinは，そ．の組成の変動に疾患特異性が認め
ら．れ，一部の骨髄増殖性疾患においてその著増が知られて
いる，さらに最近，原発性肝癌をはじめとするある種の悪性
腫瘍疾患に質的，量的な異常B12結合蛋白の出現が報告さ
れつつある．1972および1974年，Waxman　and　Gilbert2・3）
により不飽和B12結合能（UB12BC）の著増を示した小児の
原発性肝癌例が報じられ，その特性上，transcobalamin
I（TC工）に類似するが，異なる荷電を示すhepatoma　B12
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binder（HBB）として承認された．さらにその後，成人の
原発性肝癌例にも高TCI血症が認められ4），注目を浴び
るに至った．これら原発性肝癌例に認められ，高UB12BC
値の原因を成す異常B12結合蛋白体は，ともにcobalo－
philinに属しているが，　cobalophilinの生理的機能およ
び起源がなお明確でなく，異常B12結合蛋白の出現機序に
ついてはまったく仮説の域を脱していない．またTC　II
の主たる産生部位は肝細胞とされ，したがって原発性肝癌
において，異常TC　IIの出現する可能性も決して否定で
きないと考えられる．以上のような想定から著者らは肝疾
患，なかんずく原発性肝癌を中心に転移性肝癌，肝硬変症
ならびに肝炎などにつき，異常B12結合蛋白体出現の有
無，およびその発現機構の一端を究明すべく，B12結合蛋
白の病態における変動ならびに特性を検討し，興味ある成
績を得たので報告する．
2　実験材料および方法
　対象は健常者52例，原発性肝癌20例，転移性肝癌22例
（胃癌12例，結腸癌3例，直腸癌2例，膵癌3例，肺癌1例，
卵巣癌1例），肝硬変症26例および肝炎33例で，早朝空腹
時に採血し，ただちに血清分離一20。Cに凍結保存した．
2・1B12値，不飽和B12結合能（UB12BC）の測定
　対象の各血清に放射性B12を加え，血清BI2量，　UB12BC
の測定を行なった．
　放射性B12は57Co－cyanocobalamin　CT－2P（Radio－
chemical　Centre，　Amersham）170～185μCi／μgを使用
し，B12測定はLau　8’α♂．の方法5）により，UB12BCは
Gottlieb　8‘磁のcharcoa1吸着法6）により行なった．
2・2Transcobalamin　subfractionの分離と
　　その生化学的特性の検討
　2・2・1DEAE　cellulose　column　chromatogr2phy
　DEAE　celulloseはDE　52（Whatman　Co，　England）
を使用し，0．5NHCIと0．5　N　NaOHで処理した後，出発
緩衝液0．0175Msodiu皿phosphate（pH　6．3）で24時聞
平衡化し，1．5×16cmカラムに充填，同緩衝液で希釈調整
した0．01μCi／ng　B12の57CoB1210　ng／m♂，0．5　mZと各血
清0．5m♂を混和し，それを同カラムに添加し，　Kumar認
α乙7）のstepwise　elutionによりPerpex　pump（LKB．
A．B．）で流速30　m♂ノhrで溶出した．緩衝液は出発緩衝液
につついて0．03Msodium　phosphate（pH　5．9），0．06　M
（pH　5．85），0．1　M（pH　5．8），0．25　M（pH　5．4）を順次使用し
た．溶出液はフラクションコレクターにより分取，放射活
性を測定し，各試料におけるtranscobalamin　subfrac－
tionの比率を検討した．放射活性の測定はautogamma
counter（LKB－Wallac　80000，　well　type，1channe1）を
使用した，
　2・2・2　カラム等電点分画法
　カラム等電点分画法はVesterberg　and　Svenssonの方
法8）を改良した福田の方法9）に従い，Ampholine　column
810！（LKB，　Sweden），容量120　m♂を使用し，　Propor－
tioning　pump（Technicon，　US．A．）によりsucrose　den－
sity　gradient（最高濃度50％w／v）を作製しつつ自動的に
充填した．
　Carrier　ampholytesはpH　3．5～10．0域（LKB，　Swe－
den）を使用し，終濃度1％とした．試料の添加なしに300
V，4℃，18時間prefocusing後，57CoB12を附加した試料
と50％w／vsucroseを等量混和，同一densityと思われ
るカラム中央の位置に添加し800V，4℃，48時間通電し
た．分画終了後，カラム下端のテフロン管より溶出，フラ
クションコレクターで2，0mZつつ分取，　pHおよび放射活
性を測定した．
　pHの測定はExpandomatic　SS－2　pH　meter，39030
combination　electrode（Beckmann　Instruments　Cali－
fornia，　USA）を用い，4℃で行なった．
　2・2・3ゲル濾過法
　溶出緩衝液0，1Mtris　HCI，1MNaCl（pH　8．0）で希
釈調整した57CoB1205　mZと各血清0．5　m♂を混和した試
料，あるいは等電点分画後の一部の放射活性peakにつき
gel濾過法で分画した．　GelはUltrogel　AcA　34（LKB．
A．B．　Sweden）を使用した．2．5×40　cmカラムにge1を
充填，下行法により上記の緩衝液で27mJ／hrの流速で溶
出しフラクシ・ンコレクターにより分取，放射活性を測定
した．
　分子量の検討はDetermann　and　Michello）に従った．
Void　vQlume計測にBlue　Dextran　2，000（Pharmacia，
Fine　Chemicals　A．B．　Uppsala，　Sweden），指標蛋白とし
て　γ一globulin，　human　serum　albumin，　Qvalbumin，
chymotrypsinogen　A，　cytochrome　Cを使用した．
2・3Transcobalamin　subfractiORの免疫学的
　　特性の検討
　2・3・1A伍nity　chromatographyによる
　　　　面】kB12　b三nderの単離
　A釜nity　chromatographyはAllen　and　Majerus11）
とBurger　and　Allen12）に準じて行い，出発試料は濾過，
遠沈を行ったヒト乳汁40m♂を用いた．　B12－Sepharoseは
既報13）のごとく1，6diaminohexaneをspacerとして共
有結合させた市販のAH－Sepharose　4Bを用い，　CN－B12
モノカルボン酸誘導体を結合させ作製した．作製したB12－
Sepharose（gel　1．O　m♂当り0．19皿olのB12を結合）を
glass　wool田ter上で0．1　M　glycine－NaOH（pH　10．0）
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により流速70m〃hrで洗浄後，0．1　M　potassium　phos－
phate（pH　7．5）で洗浄した．洗浄B12－Sepharose　2　gに出
発試料を添加，3～4時間4。cでゆっくり掩絆混和し，　milk
binderとB12を結合させ，0．9×15　cmカラムに充填し，
次のごとき各緩衝液で順次洗浄した，緩衝液は0．1Mgly－
cine－NaOH，1M　NaC1（pH　10．0），0ユM　potassium
phosphate（pH　7．5），0．1　M　potassium　phosphate，5M
guanidine－HCI（pH　7．5）を順次使用し，最後に7．5　M
guanidine－HCIでmilk　binderを脱着溶出した．溶出液
に過剰の57CoB12を加え蒸留水に対して透析を行い，　gua－
nidille－HC1を除ぎながらmilk　billderのrenaturation
を行うとともに過剰のB12をも除き，milk　binderを得た．
精製度は結合B12量（ngy蛋白量（mg）としてあらわした．
蛋白量はLowry－Folin法14）によった．得られたmilk
binderの純度検定は7．5％PAGEおよびphosphate
bu∬er　systemによる7．5％SDS－PAGEで行い，生化学
的特性の検定は低pH域（carrier　ampholytes　pH　2．5～
4．0域とpH　4．0～6．0域を混合，終濃度1％）カラム等電点
分画法により広pH域等電点分画法と同様に行なった．
Milk　binderは最も純度の高いと思われる7．5　M　gua－
nidine－HC1で溶出したものを使用した．
　2・3・2抗milk　binder家兎血清の作製とその特異性
　単離したmilk　binder，蛋白量1，05　mgを2．4　kg家兎
（雄）の背部皮内に注射し，6週間後に同家兎より全採血し
抗血清を得た．
　抗血清の特異性は，同抗血清と57CoB12で標識した
Inilk　binder，　chronic　myeloid　leukemia（CML）血清中
TC　I，　polycythemia　vera（PV）を合併した原発性肝癌症
例Y．N．血清中PV　binderの各cobalophilin，および正
常人血清中TC　I工の各種B12結合蛋白を37℃，30　min
incubate後，　gel濾過を行う，いわゆるradioimmuno－
gel丘1trationによって検定した．
3　実験成績
3・1各肝疾患における血清B12，　UB12BC，
　　TB12BCの測定成績
　3・1・1血清B12量
　健常者52例のLau法によるB12値は平均608．3　pg／mZ
（132～1，320p9／mZ）であった．肝炎では平均678．1　pg／mZ
（212～2，023p9／mZ），肝硬変症では平均632　pg加♂（263～
2，088pg／m♂），転移性肝癌では平均674．4　pg／皿♂（233酎1，310
pg／mZ）を示し，推計学的に有意差は認められなかったが，
肝炎群のうちtransaminase　1，000　K．　U．以上を呈した急
性期の肝炎2例では1，828，2，023pg／m♂と，ともに高値を示
した．原発性肝癌では平均1，788．9pg／mZ（223～4，306　pg／
m♂）（p〈0．01＞と有意の増加が認められ，3例が3，000pg／mZ
以上を示した（Fig．1．　A）．
　3・1・2　UB12BC
　正常人では平均815．4pg／mZ（524～1，378　pg／mZ）を示し，
肝炎では平均770．3p9／mZ（25～1，701　pg／mZ），転移性肝癌
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The　serum　B12，　unsaturated　B12　binding　capacities　and　total
B12　binding　capacities　in　normal　subjects　and　patients　with
various　liver　disease5．
A．The　B121evels，　B．　UB12BC　levels，　C．　TB12BC　Ievels．
NORMAL：normal　control，　Hepati：hepatitis，　L．　Cirr；1iver
cirrhosis，　Hepato：hepatocellular　carcinoma，　Meta　L　Ca：
metastatic　carcinoma　Qf　the　liver．
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では平均850．2pg／mZ（52～2，013　pg／m♂）と有意差は認めら
れなかった．肝炎群で25，30pg／mZと低値を示した2例
は，血清B12値の高値が認められた急性期の肝炎である・
それに対し肝硬変症では平均1，250．4pg／m♂（684～2，818
pg／mZ）（p〈o．05）とやや高値を示した．原発性肝癌では平
均948．9pg／m♂（0～4，624　pg／mZ）と極端な低値から異常高
値までの分散を示し，3例が3，000pg／m♂以上の上昇を示
した（Fig．1．　B）．
　3・1・3　TB12BC
　正常人では平均1，432．6pg／mZ（681～2，668　p9／mZ）であ
り，肝炎群では平均1，447．9pg／mZ（572～2，172　pg／mZ），転
移性肝癌群では平均！，522．25pg／mZ（556～2，508　pg／mZ）と
有意差は認められなかった．肝硬変症群，原発性肝癌群で
はそれぞれ平均1，948．5pg／mZ（953～3，604　pg／mZ），平均
2，749．2pg／mZ（1，146～8，930　pg／mZ）（pく0．01）と増加を示
し，後者では5，000pg／m♂以上の上昇が3例に認められた
（Fig．1，　C）．
3・2肝疾患におけるtranscobalamin　subfractionの
　　分離測定とその生化学的特性の検討
　3・2・1DEAE　cellulose　colum旺chromatography
　　　　による分離測定
　Transcobalamin　subfraction　TC　IIは0．06　M　phos－
phate　buffer（pH　5．85）で1容出され，つついてTC　IIIが
0．1Mphosphate（pH　5．8）で，さらにTC　Iが0．25　M
phosphate（pH　5，4）で各々溶出された．
　正常人血清において，溶出された各分画の平均比率は，
TC　I分画6．2％，　TC　II分画75．2％，　TC　III分画18．6％
を示した．肝炎群，転移性肝癌群ではそれぞれ，TC工分
画6．6％，5．9％，TC　II分画74。1％，76．4％，　TC　III分画
19．3％，17．7％であり，正常人との差は認められなかった．
肝硬変症群ではTC工分画43％，　TC　II分画82．1％，　TC
III分画13．6％とTC　II分画の比率にやや上昇を示す傾
向が認められた（Fig．2．　A）．原発性肝癌群ではUBユ2BC
が認められない4例を除く16例につき検討した．16例中
6例にsubfractionの比率に変動が認められた．　PVを
合併した症例Y．N，はTC　I分画5％，　TC　II分画20％，
TC　III分画75％とTC　I工1分画の上昇を示した．2例に
TC　IIIおよびTC　I分画の上昇が認められ，症例A．　S。
はTC　I分画10％，　TC　I工分画60％，　TC　III分画30％
を示し，軽度の白血球増多（WBC　16，000／mm3）を伴って
いたが，症例B．H．では白血球増多が認められず，　TC工
分画15％，TC　II分画33％，　TC　III分画52％とcobalo－
philin分画の著増を示し，　B12値2，067　P9／m♂，　UB12BC
3，561pg／m♂とともに増加を示した．他方3例はTC　II
分画の上昇が認められ，B12値4，306　pg／m1，　UB12BC　4，624
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Fig．2　Fractionation　of　UB12BC　subfractions　l〕y
　　　　Kumar’s　DEAEC　stepwise　elution　method，
　　　　（A）in　normal　subject　and　patients　with
　　　　various　liver　diseases，（B）in　patients　with
　　　　hepatocellular　carcinoma．
pg加」と，ともに最も著増を示した症例H．　M．はTC工
分画1％，TC　II分画95％，　TC　III分画4％以下であり，
B12値のみ高値を示した症例K．S，およびR．UはTCI
分画1％，TC　II分画96％，　TC工工1分画3％以下とほぼ
同様な分離態度を示し，TC　I＋TC　IIIとしてのcobalo－
philin分画は痕跡程度にすぎなかった（Fig．2．　B）．
　3・2・2広pH域カラム等電点分画法による検討
　正常人血清ではTC　IIの泳動域はpl　6．5を主峰として
pl　5B～6．8に認められ，　cobalophilin群はこの泳動条件
でははずれるpl　3．5以下の酸性乳からpI　4．0域に泳動さ
れた．
　肝炎，肝硬変症および転移性肝癌例も近似した分画態度
を示した．それに対し，原発性肝癌例ではDEAE　cellu－
10se　cQlumn　chromatographyの成績で，　transcobala－
min　subfractionに異常を認めた6症例以外は正常人血
清の分画態度にほぼ一致していた．6症例中TC　III分画
の比率上昇が顕著であった症例B．H，およびPV合併例
Y．N．は，　pl　3．5以下の酸性側からpl　4．1のcobalophilin
分画に泳動域を認め，類似の分画態度を示した．TC　II分
画の著増を認めた3例中，症例K．S．およびR．　Uでは
血清中B12結合蛋白は，　cobalophilin分画の泳動域に放射
活性を確認しえず，pl　5．8－6．8域とTC　IIに一致した分
画に泳動された．しかし症例H．M．の血清中同蛋白は本
来のTC　IIおよびcobalophilin分画に放射活性を認め
ず，主峰pl　4．7を示し，　pl　4．2～5．0域に泳動され，特異
な分画態度を示した（Fig．3）．
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　3・2・3　ゲル濾過法による検討
　正常人血清におけるゲル濾過によるtranscobalamin
subfractionの分離態度は，分子量の大きいcobalophilin
〈TC　IおよびTC　III）が溶出された後，　TC　IIが溶出さ
れ，2峰性に分画され，肝炎，転移性肝癌例も同様な分離
態度を示した．分子量はcobalophilinが121，000，　TC　II
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画とTC　II分画の比率において，正常人に比し，　TC　II
分画の増加を示す傾向が認められたが，溶出態度に著変は
みられなかった，
　次に原発性肝癌血清では，DEAE　cellulose　column
chromatographyで，　subfractionに変動を認めた6症例
につき検討した．Cobalophilin分画の増量が認められた
3例は，いずれも35％以上の比率を示し，症例B．H．は
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等電点を示すB12結合蛋白はcobalophilinとTC　IIの
中間に溶出され，分子量60，000と計算された（Fig．4）．次
に同症例のカラム等電点分画法によりpI　4．7を示した
peakは，同条件のゲル濾過により患者血清のときと同一
の分子量を示した．
　なお，Ultrogel　AcA　34カラムはSephadex　G－200
カラムに比し，27m〃cm2／hrと速い流速でも満足すべぎ
分離能を示した．
Table　1
3・3　原発性肝癌血清中の異常B12結合蛋白の
　　免疫学的特性について
　原発性肝癌血清中に認められた異常なB12結合蛋白に関
して，その分類上の位置づけをより明確にするため，免疫
学的一致を示すcobalophilin群の一種であるヒト乳汁中
milk binderをa伍nity　chromatographyセこよって単離，
その抗血清を作製し，それにより原発性肝癌血清中の異常
B12結合蛋白の同定を試みた．
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3・3・1Milk　binderの単離とその純度
　　　　および特性の検定
　A缶nity　chromatography評こよって得られたmilk
binderは，回収率41％，精製度2，013倍を示し（Table　1），
PAGE，　SDS－PAGEで単一の蛋白染色帯を呈した．同時
に泳動した57CoB12－milk　binderの放射活性のpeakは，
同染色帯と一致し，molecular　size　70，000と算出された
（Fig．5．　A）．単離しえた本蛋白は，　pH　2．5～6、o域の等電
点分画法により主峰pl　4．oを示した（Fig．5．　B）．
　3・3・2抗milk　binder家兎血清の特異性検定
　単離したmilk　binderにより家兎を免疫して得られた
抗血清を57CoB12－milk　binderとincubateし，ゲル濾過
を行なった．5℃bB12－milk　binderはvoid　volume附近
に溶出され，milk　binderが特異抗体と反応，抗原抗体
複合物の形成を確認しえた．
　次にcobalophilinに属するCML血清中TC工および
症例Y．N．血清中PV　binderに対しては，ともにmilk
binderと類似の溶出態度を示し，　milk　binderとTC　I
およびPV　binderが免疫学的に共通抗原性を＝有すること
が認められた．それに対し，正常人血清中TC　IIとは反
応せず，milk　binderとTC　IIが免疫学的に異なること
を確認した（Fig．6．　A）．
　上記特異性を有する抗血清を使用して，原発性肝癌血清
中の異常B12結合蛋白がcobalophilinに属するか否かを
同様に検討した．試料としては等電点分画上，1）症例B．H．
に認められたcobalophilinと思われるpl　3．6を示した
B12結合蛋白，2）症例H．　M．に認められたpl　4．7を示す
特異なB12結合蛋白を使用し，各々につぎ行なった．1）の
例では抗血清と反応し，void　volume附近に放射活性が移
動し，cobalophilinであることが実証された．2）の例では
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抗血清と反応せず，cobalophilinと異なるB12結合蛋白で
あることが確認された（Fig．6．　B）．以上より検索しえた原
発性肝癌16例中，DEAE　cellulose　column　chromato－
graphyによりtranscobalamin　subfractionに変動を認
めたのは6例であり，3例がcobalophilinの増加，2例が
TC　IIの比率上昇として確認されたが，　H．　M．例に認めら
れたB12結合蛋白はcobalophilinとの免疫学的不一致と
ともに分子量および等電点におけるTC　IIとの相違点も
確認された．以下この特異なB12結合蛋白（TC　II　like
novel　cobalamin　binding　protein，　TCNBと略す）を単
離し，より詳細な分析を行なった成績につき記載する．
3・4TCNBの分析について
　症例H．M．に認められたTCNBにつき，より詳細な
特性と，その発現機構の一端を究明すべく，同症例血漿中
のTCNB，同肝癌組織およびヒト正常肝組織からのB12結
合蛋白の単離を試みた．
　3・4・1材料および方法
　3・4・1・1A缶職itV　chromatographyによる単離
　肝組織からのB12結合蛋白の抽出はBurger　6’α♂，の方
法15）に準じて行なった．肝組織を細切後，0．01Mpotas－
sium　phQsphate，0．15　M　NaCl（pH　7．5），で3回洗浄し，
同一の緩衝液15vol（vol／wt＞を加え，4。cでhomogenize
し，10，000×g，30min　4。Cで遠沈した．その沈殿物5gに
0．01Mpotassium　phospbate（pH　7．5），2％Triton　X－
100，1mM　EDTAを添加，4hr，4℃で麗拝し，40，000×
g，20min　4℃で遠沈してその上清のUB12BC，　B12値，蛋
白量を測定後，それをB12－Sepharoseカラムに添加す
る試料とした．なお10，000×σ遠沈後の上清に関しても
UB12BC，　B12値を測定した．
　A缶nity　chromatography　lよBurger　8’磁の方法15）
に従い，出発試料はTCNBを含む患者希釈血漿170　m♂，
前記肝癌組織抽出液85mZ，およびヒト正常肝組織抽出液
90m♂を用いた．
　A備nity　chromatographyセこよって単離した各B12結
合蛋白の純度検定は，前記したmilk　binderと同様に行
ない，最終的に得られた同蛋白は凍結乾燥し，以下の分析
試料とした．
　3・4・1・2　単離したB12結合蛋白の生化学的分析
　3・4・1・2・1Colunm　chromatography
　　　　　　　による特性の検討
　症例H．M．血漿および同肝癌組織抽出液より単離した
B12結合蛋白について，まず凍結乾燥試料を溶出緩衝液に
溶解し，DEAE　cellulose　column　chromatography，ゲ
ル濾過法を行なったが，等電点分画法は広pH域泳動条件
下のTCNBの泳動域を考慮し，　milk　binderの分析と同
様，pH　25～6．0域の低pH域等電点分画法により行ない，
各々の分析方法につきTCNBの単離前の結果と比較，同
蛋白の特性検定を行なった．
　3・4・1・2・2TCNBの酸抵抗性に関する検討
　試料は凍結乾燥したTCNB，　milk　binderの生食溶解
液，TCI工が主体を占める正常人血清を使用し，各々の不飽
和B12結合能（UB12BC）および酸抵抗B12結合能（ARBC）
を測定した．
　ARBCの測定はGilbertの方法16）に準じ，1．O　m♂の生
理食塩水に各々の試料0．5mZを入れ，さらに1／4　N　HCl
O．5m♂を添加混和後，0．002μCi／ngB12の57CoB122．6　ng／
mJを1．0皿♂附加し，37℃，30　min，　incubate後，　charcoal
albumi11により遊離57CoB12を除き，各々の上清の放射
活性を測定した．
　3・4・1・2・3　アミノ酸および糖組成の検討
　症例H．M．肝癌組織抽出液からa缶nity　chromato－
graphyにより単離されたTCNBにつき，アミノ酸およ
び糖組成を分析した．Sial酸の測定はWarrenの方法17）
に従い行なった．
　アミノ酸分析にはアミノ酸分析計（日本電子TLC－6AH
型）を使用した．凍結乾燥した試料に，6N－HCI　1．Om♂お
よびn－leuciロe　O．1248　moleを添加，減圧封良し，110℃，
24時間加水分解した．HCIを乾固後，　dilution　bu旋r（pH
2．2）に溶解し，0．8×45cmカラムに試料を添加，クエン酸
ナトリウム溶出緩衝液（pH　3．20，　pH　4．5，　pH　7．30）によ
り順次溶出し分析した．
　糖組成の分析はgas　chrolnatograph（日本電子JGC－
20K型）を使用した．方法はLehnhardt　and　Winzler18）
に従ったが，N－acetyl　hexosamineは加水分解に際し分解
し，galactosalnineはgalactoseとして，　glucosamineは
glucoseとして分析された，凍結乾燥した試料に水50μ♂
とDowex　50×2（H÷type　200～400　mesh）を40％（w／v）
になるように0．02N－HCIに懸濁した液50μ1を加え，蒸気
講中で約40時間加水分解した．その後，これを20％（w／v）
のDQwex　1×8（HCQJ　type　200～400エnesh）懸1蜀液を入
れたカラムに通して中和し，通過液を減圧乾固した．残渣
に0．22MNaBH4溶液を添加し，1時間還元し反応後，こ
れに塩酸メタノール（1：1，000v／v）を加え減圧乾固した．
この残渣にピリジン，無水酢酸を添加，100℃，15min，撹
絆し冷却した後，無水エタノールを附加，減圧乾固し，こ
れをchlorof。rmで充分洗浄後，　chloroforln可溶部を抽
出し，gas　liquid　chro皿atographyの試料とした．
　3・4・1・3TCNBの機能的検討
　単離したTCNB，　milk　binderおよび正常人血漿中
TC　IIにっき，網状赤血球内B12担送機能を検討した．
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　方法はRetief⑳以15）に準じて行なった．　B12結合蛋白
としての試料はTCNB，　milk　binderおよび正常人血漿
各々のUB12BCが1ng／mZとなるように，生理食塩水によ
り希釈して使用した．網状赤血球としては，球状赤血球症
患者のヘパリン加血液20m♂より血漿と白血球層を除去し
た赤血球層を，10mM　CaC12－NaC1溶液15　mZに浮游させ
て使用した．赤血球浮游液の網状赤血球数を算定し，その浮
游液を2，4，8，16および32倍に希釈し，各々を試料とした．
　57CoB12溶液は0．1　mZあたり0．04μCi／ngB12とし，生食
加TCNB，同milk　binderおよび正常人血漿各々1m♂
に57CoB12溶液を0．1　mZずつ添加，混和した後，赤血球浮
游液の1mZを附加し，37℃，1時間inbubateし，ユO　mM
CaC12－NaC1溶液で洗浄後，蒸留水で溶血させ，各々の放
射活性を測定した．B12結合蛋白の対照としては生理食塩
水1mZを使用し同様に行なった．
　3・4・2TCNBに関する実験成績
　3・4・2・1A缶nity　chromatographVによる単離
　症例H．M．の希釈血漿ではUB12BC　2．3　ng加♂，総回収
率96％，peakの精製度3，450倍を示した．回収率96％の
うち78％が5Mguanidine－HCIで溶出された．同心癌
組織抽出液ではUB12BC　6，66　ng／m4総回収率8％，　peak
の精製度は612倍であり，血漿と同様，B12結合蛋白は
7，5Mguanidine－HC1より5Mguanidine－HCIで75％
以上が溶出された（Table　2）．出発試料中にHbはまった
く検出されず，血液成分の混入はないと考えられ，肝癌組
織内のB12結合蛋白を抽出しえた．なお肝癌血漿および同
組織抽出液から7，5Mguanidine－HC1により得られた溶
出液中には，radioimmuhoassay（RIA）法にてα一fetopro一
teinは検出されず，内因子抗体を含む悪性貧血患者血清に
よる検討で，内因子も含まれていないことが確認された．
　一方，ヒト正常肝組織抽出液からは1司一条件下の抽出法
にもかかわらず，B12結合蛋白は検出しえなかった．出発
試料に関して，肝癌組織抽出液はUB12BC　6．13　ng／m♂を
示したが，7．5Mguanidine－HCIによる溶出意中には不飽
和状態のB12結合蛋白はまったく認められなかった．
　A蛋nity　chromatography　lこより得られたB12結合蛋
白は，PAGEで単一の蛋白染色帯を示し，同時に泳動した
57CoB12結合蛋白の放射活性のPeakはその染色帯と一致
し，SDS－PAGEで分子量：は51，000と同定された（Fig．7）．
　3・4・2・2　生化学的分析
　3・4・2・2・1Columロchromatography
　　　　　　による分析成績
　症例H．M．血漿および同肝癌組織抽出液より単離され
た各B12結合蛋白はゲル濾過法，　DEAE　cellulose　column
chromatographyにより同様な溶出態度を示し，かつ抽
出前の血清中TCNBと分画態度において一致を示した
（Fig．8）．低pH域カラム等電点分画法によるTCNBの
分析については，まずmilk　binder以外のcobalophilin，
すなわちCML血清中TC　I，　B6yumの方法20）により分
離したCML末梢血白血球から抽出したleucocyte　bind－
er（LB），　PV合併例凡Y．血清中PV　binder，　c・balop
hilinなかんずくTc　IIIの増加を認めた症例B．　H．血
清につき，分離を行なった．TC　Iはpl　2，9～3．4域（主峰
pl　3．2），　PV　binderはpl　3．2～3．9域（主峰pI　3．55），症例
B．H．血清中cobalophihnはpl　3．0～4．0域（主峰pl　3．5．
3B）を示し，既報21・22）と一致し，満足すべき結果を得た，
Tabe123祝1刀刀zα7ッ（ゾ餌7一が‘α∫ガ。η（ゾB12ゐ勿読πgρτoオθガη（TCNB）初〆α51πα
α冠ん吻ψωπαオ∫∬㍑8うッφηめ・Cん7η1ηα’097妙勿0ηBL2－3砂加2η58
Item Volume
（皿の
B皆認野Y・・1d
　　（ng）　　　（％）
　　　　　　　Spec三五c
Protein　　　　activity
　　　　　（ngB12boundノ
　（1ng）　　　mg　protein）
Puri丘ca－
　tion
Hepatoma　plasma
O．1Mpotassiumphosphate（pH　7．5）
5Mguanidine－HC1
0．1Mpotassium
phosphate（pH　7，5）
7．5Mguanidine－HCl
Hepatoma　liver　tissue
　（Tumor　Ppt．59）
0．1Mpotassiumphosphate（pH　7．5）
5Mguanidine－HC1
0．1MpQtassium
phosphate（pH　7．5）
7．5Mguanidine－HC1
170
48
64
85
63
28
391
305
61
566
32．4
11．9
100
78
18
100
6
2
12，750
2．88
α45
2，626
0．25
0．04
0．03
106
135．5
0．21
128．5
300．0
1
3，450
4，410
1
612
1，430
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ここでCML末梢血白血球内LBはpl　2．7～4．0域（主ll筆
pl　3．0）に1隔広く泳動され，　TC　I＋TC　IIIに一致する分画
態度を示した（Fig．9．　A）．
　次に単離したTCNBにつき検討を行なった．　TCNB
は単峰性を示した広pH域等電点分画法に比し，血漿およ
び肝癌組織抽出液ともにpl　43～4．9域に多峰性“こ泳動さ
れた（Fig．9．　B）．
　3・4・2・2・2TCNBの酸抵抗性に関する検討成績
　TCNB，　milk　binder各々の生食溶解液および正常人．血
清のUB12BCは，それぞれ6，0　ng／mZ，20．4　ng／mZ，1．3　ng／
m♂であり，ARBCは1．2　ng／ln♂，19．O　ng／m♂，0．27　ng／m♂
を示した．UB12BCに対するARBCの割合は各々20％，
93％，21％の結果を得た．以上よりcobalophil三nの一種
であるmilk　binderは強い酸抵抗性を示したのに対し，
TCNBは正常人血清中TC　IIと類似の成績を示し，と
もに酸性条件下におけるB12結合能の著明な低下が認めら
れた（Table　3）．
血球数に比例して著明なB12のcellular　uptakeを認め，
TC　IIと同様，　B12を網状赤血球内に担送していることを
示し，機能的にはTC　IIと同様な役割を担っていること
が推測された．
Table　4　∠4〃zfηoα蕊4αク’46α1わ0／zッ61厩6　co〃ψ05’一
　　　　　診ゴ。π5げ漁8餌1が84TαVB∫η漁8んゆα一
　　　　　孟αηα孟ゴ∫5μθαπ4TC∬
Ite皿 TC　II＊ Presentcase
Table　3　丁舵襯5α渉z〃厩84β12勧z読7zg　oαρα‘鉱ゴ85，
　　　　　傭4名8∫ゴ∫伽’B12伽4fηgc砂α磁8∫αη4
　　　　　枷ガ・5げARBαθB、2βCが厄ん8卿’伽4
　　　　　TCN8，ηoフ4〃zαZ∫麗毎ε6彦αη4漉8ρ御プ解84
　　　　　刀τμゐう加4θ1・
Item
TCNB
TC　II
Milk　binder
UB12BC
　（ng）
6．0
1．3
20．4
ARBC
（ng）
1．2
0．27
19．0
ARBC／UB12BC
　（％）
20
21
93
　3・4・2・2・3TCNBのアミノ酸，糖組成の分析結果
　症例H．M．肝癌組織抽出液より単離しえたTCNBお
よびAllen23）の報じたTC　IIのアミノ酸，糖組成を
Table　4に示した．両者の成績を比較するとleucine量
に顕著な差が認められるのみで，他のアミノ酸はほぼ類似
している．また糖鎖に関してはTCNBはSia1酸を含ま
ないが，含有量16％とcobalophilinに比し低いながらも
認められ，その晒竹鎖を含まないTC　IIと相異を認めた．
アミノ酸，糖組成による分子量は42，000と算定され，既
報？4＞のcobalophilin群60，000～66，000とTC　II　38，000
の中間を示した．
　3・4・2・3TCNBのB12担送機能に関する実験成績
　成績はFig．10に示した．　B12の細胞内摂取は赤血球1
m♂あたりの57CoB12の放射活性（c．p．m．〉としてあらわし
た．Cobalophilinの一種である血ilk　binderは対照の
生理食塩水と大差なく網状赤血球内B12担送機能を殆んど
有しないことが確認された．TCNBについては，網状赤
Amino　acid；
　Lysine
　Histidine
　Arginine
　Aspartic
　ThreQnine
　Serine
　Glutamic
　Proline
　Glycine
　Alanine
　Valine
　ISQIeucine
　Leucine
　Tyrosine
　Phenylalanine
　Methionine
　Half－cystine
　Tryptophan
　Total
　Mol　wt
Carbohydrate；
　Fucose
　Mannose
　Galactose
　Glucose
　Glucosamine
　Galactosamine
　Sialic　acid
　TotaI
　Mol　wt
　Total　no，　residues
　TQtal　mol　wt
　Carbohydrate，％
mol／mQIBI2
16　　　　　　　16
15　　　　　　　8
16　　　　　　　14
23　　　　　　　29
16　　　　　　　16
23　　　　　　　25
44　　　　　　　43
18　　　　　　　18
30　　　　　　　33
27　　　　　　　23
15　　　　　　　21
10　　　　　　　14
55　　　　　　　26
11　　　　　　　　8
10　　　　　　　13
　8　　　　　　　　3
　6
　4
　347
38，100
0
0
0
0
0
0
0
　347
38，100
　　0
　310
35，000
10
9
7
13
　　0
　　39
6，900
　349
42，000
　16。4
一not　detected
＊　These　values　have　been　published　previous1γ
　by　AIlen，
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Hg．10　CN－B12　delivery　to　reticulocytes　by　TC
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　　　　　in　vitro．
4　考　　按
　現在B12結合蛋白には前述のごとくTC　II，　IFおよび
cobalQphilin（R－binder）が認められているが，いずれも量
札幌医誌
的にきわめて微量のためtracerとして57CoB12を添加，そ
の放射活性を指標としてcolumn　chromatography25～28），
gel濾過法2s～31），あるいは等電点分画法21，22＞などによる分
離態度に基き区別されてきた23・24）（Table　5）．これらの分
析結果は単離されたB12結合蛋白についてではないため，
試料内の他蛋白などによる影響も完全に除外できFないきら
いがあった．Allen　and　Majerusll），　Burger　and　Allen12＞
はB12を固相化したa缶nity　chromatography　lこより各
種B12結合蛋白を単離し，アミノ酸，糖組成を検討した結
果，これらcQbalophilin群が実際にはより小さなmolec－
ular　size　60，000～66，000を示し，免疫学的に同一であるこ
とを報告した．また著者らは正常人血漿，PVおよびCML
血清にっき，a伍nity　chromatography前後でgel濾過法，
等電点分画法の検討により，B］2結合蛋白の特性に著変が
ないことを確認している32）．
　以上のごとく，B12結合蛋白の分析方法の進展に伴い，
transcobalaminおよびそのsubfractio耳の質的，量的変
動が肝疾患をはじめ各種疾患において指摘されつつある．
Table　5枷ηz77薦η〔ゾP1砂5∫60‘1主8厩6α♂ρ’砂8πガθ5（ゾ”α万。麗∫
B12伽伽9ρ7摺0’伽∫
Properties
Molecular
weight
（Gel　filtration）
Mobility
（lon　exchange
chromatography＞
Isoelectric
point
（Range）
TC　II
38，000
β
pl　6．2
　　6．5
（5．8～6．8）
IF
67，000
β
pl　5．1
（4．8～5．7）
Cobalophilin（R－protein）
Plasma
TCI
121，000
α1
pl　3．3
（3．0～3．6）
TC　III
121，000
α2
pl　3．6
（3．3～4．2）
　PVbinder
121，000
α2
pl　3，6
（3．3～4．2）
Cells　and　body且uids
LB
121，000
α2一α1
pl　3．6
（3’0～4．2）
Milk
binder
121，000
α2
pl　4．1
（4．0～4．7）
Salivary
binder
121，000
α2『α1
pl　3．9
　　4．2
（2，7～5、0）
．4・1　肝炎，肝硬変症におけるtranscobalamin
　　subfractionの変動について
　肝炎，肝硬変症血清におけるUB12BC，　B12値の変動につ
いては既報はされている33＞が，分析方法として，gel濾過法
あるいはRetief　8彦α♂．27）のrapid　DEAE　cellulose　baby
cQlumn法を用いUB12BC　subfractionの分画を行なって
いるため，TC　III　fractionは測定不能で，またB12結合
能に依存するためTCI，　TCIIの変動の指摘も必ずしも
的確とは言い難い．そこで著者らは肝炎，肝硬変症血清に
ついてB12値を測定するとともに手技の簡便化と時間の短
縮を計り，かつTC　IIIの分析も合せ行なうためにKumar
6’αZ．による5段階のstepwise　elution法7）により再検
討を行なった．
　肝炎群では，B12，　UB12BCの平均はそれぞれ678．1pg／m♂，
770．3pg／mZと健常者群に比し有意差を認めえなかったが，
traDsaminase　1，000　K．U．以上の高値を示した急性肝炎2
例はB12値1，828，2，023　pg／m‘と著増し，　UB12BC　30，25
pg／mZと，ともに極端な低値を示した，肝硬変症群では，
血中B12値は632pg／m♂と正常値であるが，　UB12BCは有
意の高値を示した．Retief　6オα乙33）も急性肝炎でB12値
の上昇，UB12BCの低下，肝硬変症である程度の分散はあ
るが，UB12BC値の軽度の増加傾向を指摘し，1」」本・福田34＞
も同様な成績を得ている．
　急性肝炎のB12下生昇は，肝細胞の変性壊死により肝内
貯蔵B12としてのdeoxyadenosyl　cobalamin（DBCC）が
血中に遊離するためと推定され，それにより血中TC　II
49　（1＞1980 原発性肝癌におけるビタミンB12結合蛋白 1111
が飽和され，UB12BCが低下すると推察されている．著者
らの急性肝炎例におけるDEAE　cellulose　column　chro－
matographyにより，TC　I　fractionの消失とTC　II　frac－
tionの著明な減少が認められた．
　肝硬変症におけるUB12BC値の増加は，　DEAE　cellu－
10se　column　chromatographyの成績が示すごとく，TC
II　fractionの上昇によるためと推定される．この点に関し
てはRetief33），　Herbert丁田35）の主張するごとく，肝硬
変症におけるTC　II－B12の肝細胞へのB12　transportの
減少に基づくTC　IIのmetabolismあるいはclearance
の障害による可能性とともにTC　II－B互2複合体に対する
細胞受容体側の異常の存在も否定しえない・
4・2原発性肝癌，転移性肝癌におけるtranscobalam覧11
　　subfractionの変動とその生化学的免疫学的特性に
　　ついて
　著者らが検索した転移性肝癌22例のB12，　UB12BC平均
値はそれぞれ676．4pg／m♂，850．2　pg／mZで，正常対照群に
比し有意差は認められず，DEAE　cellulose　column　chro－
matographyによるsubfractionの分離においても異常
な変動を示さなかった．他方，原発性肝癌20例のB12平
均値は1，788．9pg／1nZと有意な増加を示し，3例が3，000　pg／
m♂以上，1例が肝炎，肝硬変症例に認められたB12最：高値
以上の2，326pg／m♂を示した．　UB12BC平均値は948．9pg／
mZと軽度の上昇を示したが，4例がOpg／m♂と測定不能，
3例が3，000P9／mZ以上（3，56！，3，735，4，624　P9／mZ）を呈
し，低音から高値まで分散を示した．原発性肝癌における
高UB12BC値については，　Kane　6彦αZ．36）が同症44例を検
索し，6例に高値を認め，治療および手術による腫瘍摘出前
後の臨床経過とUB12BC値の増減に関して相関を指摘し，
効果判定のmonitorとして臨床的意義を論じているが，
transcobalamin　subfractionの変動は検討されていない．
　今回，原発性肝癌16例につぎDEAE　cellulose　column
chromatographyにより　transcobalamin　subfraction
の変動を検索し，BI2，　UB12BC値に異常を認めた6例（1例
はB12，　UB12BCとも最高値を示した）にsubfractionの
変化を確認した．TC　III分画の著増を示したY，　N．例
は，骨髄増殖性疾患としてのPVを合併し，　gel濾過法お
よび等電点分画法により高UB12BC値の因を成したB12
結合蛋白が，事実PV　binderに一致する特性，　molecular
size　121，000，　pl　3．55を示した．　TC　I，　TC　III分画とも
に増加を示した2例中A．S．例は白血球増多が認められ，
TC　III分画増加が主体を占めたB．　H．例のB12結合蛋白
は等電点分画上もpl　3．5，3，8とTC　IIIに一致する泳動
域を示したが，血液学的異常所見は認められていない．
Carme137）も骨髄増殖性疾患以外の白血球増多症に高
UB12BC値を認め，　K：ane　and　Peters38）はヒト白血球内
のB12結合蛋白が歯並分画に局在し，TCIとTCII工の
性質を有していたと報じ，特にTC　IIIは現在白血球由来
と認められている24・39）．白血球増多が認められないにもか
かわらず，cobalophilin分画の増加を示したB．　H．例に
関連して，最近原発性肝癌において，高B12，高UB12BC
値を示すtranscobalaminの異常例が相次いで報告されて
いる。Waxman　and　Gilber亡は若年者の原発性肝癌例の
血清中に，molecular　sizeがTC　Iに類似するが，荷電に
おいてよりanionic　mobilityを示す新しいbinder，　novel
vitamin　Bユ2　binding　Proteinを報じ2，3），その後hepa－
toma　B12　binder（HBB）として認められるに至ってい
る15）．次いで白血球増多を認めず，血中TCIの著増に起
因する高UB12BC値を示した成人原発性肝癌例が報告さ
れた4）．これら異常高値を呈したB12結合蛋白は，いずれ
もその特性上，酸性荷電を有するcobalophilin群に属し
ている．著者らはcobalophilinの一種milk　binderの
抗血清を用いたRIA法により，原発性肝癌20例全例に
cobalophilinの有意な増加を認め，転移性肝癌において
は，これが正常値を呈することを確認している10！．
　原発性肝癌例に認められた異常B12結合蛋白について，
その本体を明確にするためには免疫学的検討が必須である．
そこで著者らはcobalophilin群の共通抗原性に着目し，
a伍nity　chromatographyにより単離したmilk　binder
に対する抗血清を作製し検討した．すなわち症例B．H．に
認められ，高UB12BC値の因を成した酸性荷電を有する
B12結合蛋白はcobalophilinに属し，症例H．　M．に認
められたTCNBはcobalophilinと免疫学的に異なるこ
とが実証され，後者が既報のcobalQphilinに属する異常『
B12結合蛋白と相違することが明確となった．
4・3TCNBの単離とその生化学的機能的特性に
　 おけるTC　II類似点について
　TCNBの帰属を決定するにあたり，より詳細な分析を行
なうため症例H，M．血漿および同肝癌組織内TCNBの
缶n ty　chromatographyセこよる単離を試みた．　TCNB
は血漿および肝癌組織抽出液ともに5Mguanidine－HCl
で75％が溶出され，milk　binderでは7．5　M　guanidine－
HCIでその80％以上が溶出される点で差異が認められ
た．肝癌組織抽出液について，出発試料で高UB12BC値を
示す割にTCNBとして低い回収率を示すことは抽出液中
の非特異的B12結合因子によるものと推察される．このこ
とは高UB12BCを示す同一出発試料に57CoB12を添加し，
charcoal　albuminにより過剰の遊離57CoB12を除きgel
濾過法で検討すると，57Co放射活性のpeakが遊離B12分
画附近にのみ溶出される事実により支持される．さらに
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guanidine－HCl以前の溶出町中にUB12BCがなく，溶出
後のrenaturationでも再びB12結合活性を回復しないこ
とより，同因子のB12に対する親和性は弱く，ために低い回
収率を示したと推定される．この点に関し，Rach皿ilewitz
α磁41）は急性肝炎で肝組織から血中に放出される一部の
B12がTC　I，　TC　II以外の10w　molecular　weight　sub－
stanceと結合している可能性を示唆し，またHedbom42）
もこの物質の存在をウシ肝につき認めている．なお，ヒト
正常肝組織抽出液からは同一条件による抽出法にもかかわ
らず，不飽和状態のB12結合蛋白は検出しえなかった．
　A伍nity　chromatographyをこよって血漿および肝癌組
織抽出液より単離されたTCNBは，　SDS－PAGEにより
molecular　size　51，000と同定され，　DEAE　cellulose
column　chromatography，　ge1濾過法により一致し，抽
出前の血清中TCNBとも一敏した分画態度を示した．ま
たすでに基礎的検討により安定した分離成績のえられる低
pH域（carrier　ampholytes　2．5～6．0域）カラム等電点分
画法では，広pH域等電点分画法で単峰性に泳動された本
binderは，よりheterogeneousな多峰性に泳動され，か
つ等電点についてcobalophilinより塩基側，　TC　IIより
酸性側の値を示した．以上よりHBBとTCNBは，抗原性
および等電点において明確に相違することを実証した．ま
た血中濃度については，Burger　8蝕Z．15）はHBBのアミノ
酸，糖組成分析で，他のcobalophilinに比し高いSial酸
量を示すこと，ためにhepatic　clearanceの低下，　plasma
surviva1の遅延をきたし，高UB12BC値の因をなしたと
述べている．しかしながら，H．　M．例のTCNBは糖組成
上，含有量16％でSia1酸を含まず，ためにhepatic　clear－
anceが速かで，血清UB】2BC　4．6　ng／m1程度とHBBほ
どの高値（500ng／mZ）を示さなかったものと推察される．
　B12結合蛋白の酸抵抗性に関しては，　TC　IIに比しcoba－
lophilin，いわゆるR－binderが強い酸抵抗性を示すこと
が認められている16）．Milk　binder，　TC　IIおよびTCNB
の酸抵抗性の検討では，Inilk　binderが強い酸抵抗性を示
したのに対し，TCNBは不飽和B12結合能が減弱し，　TC
IIと近似した成績を示した．さらにアミノ酸組成に関し
て，TCNBは1eucine量の差以外はTC　IIに類似を示
し，加うるに機能的にもTC　IIと同様，網状赤血球に対
する著明なB12担送能を示した．
　以上を要約すると，TCNBはその生化学的特性上のTC
IIとの類似点として，1）DEAE　cellulose　co］umn　chro．
matographyによりTC　IIと同一溶出態度を示すこと，2）
酸抵抗性試験によりTC　IIと同様，酸性条件下でB12結
合能の減弱が認められること，3）アミノ酸組成の近似，が
あげられ，機能的にもTC　IIと同様，網状赤血球へB12
を担送した．他方TC　IIとの相違点としては，1）単離前
後の症例H．M，血清および血漿におけるTCNBのgel
濾過法によって，molecular　size　60，000とTC　IIの38，000
より大きいこと，2）等電点分画法により，泳動域がpl　4．2～
5．0とTC　IIより酸性側に泳動されること，3）糖組成の分
析により，糖鎖を有しないTC　IIと異なり，16％に及ぶ
糖鎖を有している点などである．これらの分析結果より，
TCNBはTC　II類似B12結合蛋白といえよう．
4・4　B12結合蛋白の産生起源とTCNBの出現機序
　Cobalophilinの産生起源に関しては，白血球あるいは
局所の腺組織（salivary　binder，　milk　binder），粘膜組織
（nQn－I　F）が想定されている1・43・44＞．二二らの検索で，　CML
末梢血白血球内LBは低pH域等電点分画上，　CML－TC　I
よりやや幅広く塩基側にも泳動され，TC　IIIの泳動域に
および，TC　I＋TC　IIIの泳動分画を示した．福田ら45）も
正常白血球より得られるLBがDEAE　celluloseのelu－
tion　pr面le上，　TC　I＋TC　IIIの態度を示すとし，これ
らの事実はStemanα磁31）の論ずるTC　IもTC　III
と同様，白血球由来でLBが放出される直前にSia1酸を
結合してTCIになるとの仮説を支持するものと考えられ
る．さらにその後，肝細胞内に多少ともintactなcobalo－
philinが認められるとの報告がなされ46），それに基づき，
Waxman　8砲Z．47）はHBBの出現機序として，肝細胞が
腫瘍化することにより肝細胞内を通過するcobalophilin
が細胞外に放出されるとき，さらにSia1酸を結合して
HBBとなる可能性を示唆している．
　一方TC　IIの起源として，その主たる産生部位は肝細胞
であろうと推定されている48・49・50）．機能的に1ま生体内各組
織へのB12担送蛋白としてその主役を担い19・51），したがっ
て，TC　II欠如により組織内B12欠乏からmegaloblastic
anemiaをきたすことが知られている52）．　TCNBの認め
られた症例H．M．血清の広pH域等電点分画法により，
TC　IIに一致する主峰を認めないにもかかわらず，　meg－
al・blastic　anemiaを示さないことは，網状赤血球を便用
したcellular　uptakeに関する検討により，　TCNBが著
明なB12担送機能を示した事実によると推察される．同症
例において本来のTCIIが認められず，血漿および肝癌
組織中に特性上TC　IIと類似のTCNBが出現した現象
は，肝組織のTC　II主要産生説を強く示唆するものと考え
られる．悪性腫瘍疾患血清中に増加を示すglycoprotein
が細胞内から放出される直前に糖鎖が付加されるといわ
れ53），TCNBの出現機序として，　TC　IIの肝細胞由来を想
定するとWaxman　8’αZ．47）がHBBの出現機序を推定し
たごとく，肝細胞の腫瘍化により細胞から放出されるTC
IIに少量の糖鎖が付加され，　TCNBに変化した可能性が
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推定される．
　症例H．M．の肝癌組織のみならず，正常肝組織において
もcobalophilin，本来のTC　IIを検出しえなかったこと
は，肝組織におけるB12結合蛋白産生を否定するものでは
なく，前者組織ではTCNBおよびBI2（B12値14　ng／mJ），
後者組織では多量のB12（B12値16　ng／mZ）の存在により，
ともにB12結合蛋白に結合すべき57CoB12放射活性がぎわ
めて低いためと推察される．
4・5　悪性腫瘍に伴う異常B12結合蛋白について
　著者らは検索しえた原発性肝癌16例中，6例にtraRS－
cobalaminsubfractionの変動を認めえた．特に症例B．H．
のTC　IおよびTC　III，なかんずくTC　IIIの増加にみら
れる量的異常，ならびに症例H．M．に認められた質的にも
異常なTC　II類似B12結合蛋白（TCNB）の出現をみた．
　各種疾患におけるB12結合蛋白の増加に関し，　Hom　and
Ahlumalia54）が赤沈値との相関を認め，一種のacu亡e
phase　reactantとしての性質を示すものと推定している．
しかし悪性腫瘍疾患における量的，質的な異常B12結合蛋
白の出現は，acute　phase　reactantとしては説明し難く，
HBBも含め，高TC　I血症を示した成人原発性肝癌例，
乳癌の骨転移例，cobalophilin一抗体複合体を血清中に認め
た転移性肺癌例に報じられ55・56），加うるにCarmelは胃
癌と直腸癌の肝転移例にTCIの著増を認め，癌組織が
TCI類似蛋白を合成している可能性を示唆した57）．これ
ら腫瘍化に伴い著増を示すB12結合蛋白は，総じてacidic
componentを多く含有する蛋白であり，その点TCNB
は，異常B12結合蛋白としてその特性のすべてに一致を示
すかつての報告例はないが，TCIIに糖鎖が結合し，その
ためTC　IIより大きなmolecular　sizeと，より酸性側
の等電点を示すと推察すれば例外ではない．
　他方Carmel　and　Eisenbergは原発性肝癌3例を含む
139例のnon－hema亡ologic　malignancYを検索し，　B12値，
cobalophilinおよびTC　IIの量的異常が50％の高率に
及ぶと指摘し，B12結合蛋白の腫瘍組織による産生の可能
性とともにそのclearanceあるいはdegradationの低下
をも推定している58）．今後この点に関する明確な証左を得
るにあたり，前記したRIA法による20例全例の原発性肝
癌血清中cobalophilinの異常高値を示した事実より，担
癌体血清におけるCobalophilinの測定のみならず，同法
によるTC　IIの測定，ならびにこれらtranscobalamin
の異常を呈した人癌nude　mouse移植株血清における
transcobalamin　subfractionの測定，などが検討さるべ
きであろう．
　症例H，M．，　B．　H．も含め癌化によって出現する異常B12
結合蛋白の出現機序ならびに代謝機構に関しては，この研
究が緒についたばかりで全く推測の域を脱しえない．この
問題はB12結合蛋白のみならず広く君門体に認められる異
常蛋白体にもおよび，今後詳細に究明されるべき課題と考
えられる．
5　結　　語
　原発性肝癌を中心として肝炎，肝硬変症，転移性肝癌各
階清中の亡ranscobalaminおよびそのsubfractionの変
動につき検索し，特異なB12結合蛋白（TCNB＞を認めた1
例を含め，異常B12結合蛋白の発現機構の一端を究明すべ
く．同蛋白の生化学的，免疫学的ならびに機能的特性上の
分析を行ない，以下の結論をえた．
　1）健常者52例，肝炎33例，肝硬変症26例，転移性
肝癌22例および原発性肝癌20例にっき」血清B12，　UB12BC
を測定した．肝硬変症群はUB12BCにおいて軽度の増加
を示し，transaminaseの著増を認めた急性肝炎例は高B12
値，低UB12BC値を示した．原発性肝癌群では3，000　pg／
mZ以上のB12，　UB12BC値を・各々3例ずつに認めた．
　2）1）と同症例血清につぎDEAE　cellulose　column
chromatographyによりTC　I，　TC　II，　TC　IIIのtrans－
cobala皿in　subfractionの変動を検索したが，肝硬変症に
おいてTC　IIの血中増加が示唆された．原発性肝癌では
3例にcobalophilin分画，3例にTC　II分画の比率上昇
を認めた．後者の現象を示した1症例H．M．では高BI2，
UB12BC値が認められ，それがgel濾過によるmolecular
size　60，000，　pl　4，2～5．0と，　cobalophilinともTC　IIと
も同定し難い特性を示す特異なB12結合蛋白（TCNB）に
よることが確認された．
　3）DEAE　cellulose　cQlumn　chromatography，　gel
濾過法，等電点分画法によりcobalophilin分画に異常を
認めた原発性肝癌例の血清中B12結合蛋白の抗ヒトmilk
binder家兎血清による検討では，免疫学的にcobalophilin
に属すること，他方TCNBは同抗血清によりcobalo－
philinと相違することが確認された．
　4）単離前後の血中および肝癌組織内TCNBはgel
濾過法，DEAE　cellulose　column　chromatographyおよ
び等電点分画法により同一の特性を示した．
　5）TCNBはDEAE　cellulose　column　chromato－
graphy，酸抵抗性およびTC　IIに特有な細胞内B12担送
機能の検討によりTC　IIと類似の特性を示した．
　6）TCNBのアミノ酸，糖組成の分析により含有量，
16日目糖鎖を有し，Sia1酸を含まず，糖鎖を有しないTC
IIのアミノ酸組成に類似を認めた．
　7）TCNBは正常肝組織および正常人血中には認めら
れず，肝癌組織由来と推察された．
114 中沢　．修・福田守道 札幌医誌
　　8）TCNBの生化学的機能的特性を総合し，　TCNBは
TC　IIに少量の糖鎖が結合したとも推定された．
　稿を終えるにあたり御．指導，御校閲い．ただいた漆崎一朗
教授ならびに教室員各位に深謝いたします．
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